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ドパミン神経系に及ぼす咀嚼及び加齢の影響












































起こすことも報告されている 13-18)。山本ら 13)は、SAMR1 及び SAMP8 マウスに対する









食餌飼育により、海馬歯状回の細胞増殖が抑制されることを示した。さらに in vivo 研究



















 脳は 1000 億個もの神経細胞から構成されており、分化を終えた神経細胞は、軸索と
樹状突起と呼ばれる二種類の突起を伸ばしネットワークを形成している。軸索と樹状突
起の間には、synapse と呼ばれる特殊な細胞間接合 （20 nm の間隙）が形成され、二つ














行動評価学的な研究や組織学的評価及び in vitro での分子レベルの評価だけではなく、分
子の動的な変化、つまり synapse 部での神経伝達物質放出の変化に加え、それに対応す
る受容体の変化を評価することが重要であると考えられる。 
 現在、生体に対する脳神経系の探索として、microdialysis (MD)、voltammetry 法、
functional magnetic resonance imaging、positron emission tomography (PET)、single 




礎的な研究分野にも応用されており、生体機能解明を目的とした受容体機能の in vivo イ
メージングにも利用されている 19-23) 。 







の変化を MD により評価した報告 10,16,18)が僅かにあるだけで、受容体への影響について
PET を用いて評価した報告は無い。したがって、この PET 及び MD を用い in vivo の評







































ウサギなどで報告されている 32,37-40,57) 。 
ラット脳線条体におけるドパミン放出量の加齢変化は、出生後 6 週齢でピークに達す
るという報告や 35) 、3.8 カ月齢で最大になるという報告 63) がある。その後の加齢によ
る減尐は、10 週齢以降から始まるという報告 35) や、18 ヶ月齢以降 34) 、また 24 ヶ月齢
以降 33) に始まるなどの報告がある。さらに、ドパミンの代謝を調べた研究では、ラット
のドパミン神経系の活性は生後 2~3 ヶ月で最大になり、その後加齢とともに減尐すると
報告している 35,64) 。 
一方、同部位のドパミン受容体に関しては、生後約 30 日（約 4 週齢）までに成熟期の
量に達するという報告 44) や、ドパミン D1 受容体（D1R）とドパミン D2 受容体（D2R）
の密度のピークはそれぞれ 1 ヶ月齢及び 3 ヶ月齢であるという報告 65)がある。また、そ
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の後の加齢変化が表れるのは in vitro では 6~12 ヶ月齢の間 39,40)で、in vivo では 12~18






 以上より、本研究は長期的な咀嚼の違いが脳機能に与える影響を in vivo で解明するこ
とを目的とした。ラットに対し長期的な軟性食餌飼育を行い、日常的に咀嚼量の尐ない
老化モデルラットを作成し、硬性食餌群との比較を行った。観察部位は線条体のドパミ
ン神経系で、post-synapse に存在するドパミン受容体への影響について PET を用いて









 被験動物として、3 週齢の近交系 F344 雄性ラットを 17 匹使用した（日本チャールス・









２． PET を用いたドパミン受容体の評価 
２－１ PET の原理 
 生体に微量に投与された陽電子放出核種は、安定化のために原子核内の陽子1 個が中
性子に変わり、その際陽電子(電子の反粒子)を放出する。この陽電子は、近傍の電子と





２－２ PET 撮影時期 
PET 撮影は 4 週齢(4 週齢群：n=4)、8~10 週齢(8 週齢↑S 群：n=2、8 週齢 P 群：n=1)




 本研究ではドパミン D2受容体に特異的に結合する 11C-Raclopride（11C-RAC：東北大
学サイクロトロン・RI センターで製造）をイメージングプローブとして使用した。11C
は 15O や 18F などと共にポジトロン放出核種と呼ばれており、半減期が約 20 分と非常に
短いため購入することができず、サイクロトロンによる原子核反応によって得ることが
できる。RAC はベンザマイド系抗精神病薬で D2R に選択的に結合するアンタゴニスト
である。11C-RAC は 1985 年に Farde ら 24)により開発され、現在 D2R の画像化に使用
される世界標準の PET プローブとなっている。11C-RAC 標識合成のスキームを図 2 に
示した。 
 
２－４ PET 装置 
 PET 装置は、東北大学サイクロトロン・RI センター内の Clairvivo-PET(SHIMADZU)
を使用した。Clairvivo-PET の仕様は以下の通りである。 
シンチレータ：LYSO(Cerium doped Lutetium Yttrium Orthosilicate; 













２－５ PET 撮影スケジュール及び PET 撮影方法 
 11C-RACの合成は3ヶ月間に5回行われており、一日の撮影スケジュールは午前1回、
午後 1 回の最大 2 回行うことができる。薬剤が供給される時間は 11:15 前後及び、14:45
前後であり、供給されて間もなくラットに投与した。ラットへの麻酔は薬剤投与の 30 分
前に行った。塩酸ケタミン＋塩酸キシラジン(120 mg/kg+20 mg/kg : i.m.)麻酔の下、ベ
ットに固定し、11C-RAC を尾静脈より投与した(17.0±3.9 MBq)。投与直後より 60 分間
の PET 撮影を行い(10 min×6 frames 作成)、収集データに対し画像再構成を行った。
再構成法は 3D-DRAMA (3D-dynamic RAMLA: row action maximum likelihood 
algorithm) で、再構成マトリックスは 128×128 (Pixel Size: 0.8×0.8×0.7 mm) とし、
キャリブレーションの変換係数を 1 Bq/mL とした。 
 
２－６ 11C-RAC 集積部位の位置確認のための CT 撮影 
 本研究では、PET 撮影により得られた 11C-RAC の集積部位の位置情報を得るため、
PET 撮影終了直後に CT 撮影を行った。PET データの画像再構成後に得られた集積画像




X 線管電圧：90 kV 










れ関心領域(Region of Interest: ROI)を設定した。ROI の大きさは David ら 66)の報告を
参考に 15 pixel の大きさの円形 ROI とした（図 3）。鈴木ら 39) 、崎山ら 46) の研究を参
考に左右の平均 ROI 値(=組織内放射能：Bq/ml)及び投与量(Bq)を以下の式に当ては





２－８ PET の 2 匹同時撮影について 
 PET 撮影は、11C-RAC 製造のマシンタイムの関係により回数が限られているため、例
数を増やすには非効率的である。そこで本研究では効率的に例数を増やすため、一回の
PET 撮影で 2 匹のラットを同時に撮影することも行った。2 匹のラットを向かい合わせ
るようにベッドにセッティングし固定した。2 匹のラットの頭部がガントリー内に収ま
っているのを確認し、11C-RAC を同時に投与し、投与終了後直ちに PET 撮影を開始し
た。 
 
２－９ D1R ではなく D2R を評価した理由について 
  ドパミン神経系の post-synapse 機能は 11C-RAC による D2R の測定が最も一般的で
ある。11C-SCH23390 を用いて D1R の評価も行えるが、11C-SCH23390 はセロトニン受





３． MD によるドパミン放出量の測定 
３－１ MD について 






in vivo における生体サンプリング機能として非常に重要である。 
 
３－２ MD 測定時期 
 MD による測定は、4 週齢(4 週齢群：n=1)、8~10 週齢(8 週齢↑S 群：n=3、8 週齢 P
群：n=1)及び 60~70 週齢（60 週齢↑S 群：n=2、60 週齢↑P 群：n=2）に行った。なお
60 週齢以降のラットについては、PET 撮影を行ったラットを使用した。 
 
３－３ ガイドカニューレ挿入手術 
 ラットをペントバルビタール(50 mg/kg：i.p.) で麻酔後、脳定位固定装置（ナリシゲ）
に頭部を固定した。頭蓋骨を露出させた後、ラット脳アトラス 45) に基づいて、目的部位
上の頭蓋骨表面にドリルで 0.6 mm 程度の孔を開けた。この孔より 5 mm 程度離れた位
置の二か所にアンカービス（ステンレス製：3 mm）を打ち込み、その後深さ 8 mm の
ガイドカニューレ（AG-8：エイコム）を目的の深さ（線条体：Bregma より吻側 0.7 mm、











齢ラットの頭蓋骨の厚みや大きさを調べるため CT 撮影（再構成マトリックス 1024×






行った。脳内微小透析用プローブは直管型（内径 0.2 mm、外径 0.22 mm、カットオフ
分子量 50 kDa、A-I 型 8-03:エイコム）を用い、ガイドカニューレより 3 mm 突出させ
た状態で使用した。測定は無麻酔、無拘束下で行い、マイクロシリンジポンプ（EP-60:
エイコム）を用いて透析液（リンゲル液：147 mM Na+、4 mM K+、2.3 mM Ca2+、155.6 
mM Cl－）を 2 µL/min の流速で灌流させ、25 分毎に回収したものを試料とした。ドパ
ミンの定量は HPLC-ECD を用い、以下の条件で測定し、二点検量線法により濃度を求
めた。 
  分析カラム：EICOMPACK  CA-5ODS   2.1 mmφ×150 mm 
  pre カラム：EICOM PREPACSET-CA    3 mmφ×4 mm 
  分析温度：25℃ 
  移動相： 80%  0.1M  リン酸緩衝液(Na+)   pH6.0 
20%  メタノール 
500 mg/L  1-オクタンスルホン酸ソーダ(SOS)  
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50 mg/L  EDTA・2Na 
  流速：0.23 mL/min 
  検出器：電気化学検出器（ECD-100:エイコム） 




2 時間後) から 100 分間の総放出量（nM）を求め、個体間の比較を行った。また、ラッ
トのサーカディアンリズムを考慮し測定の時間をほぼ一致させた（おおよそ 13：00 か











各週一匹当たりの総摂食量及び総摂水量をそれぞれ図 6,7 に示す。飼育期間中、S 群
および P 群の摂食量及び摂水量に大きな差は認められなかった。摂食量では、S 群及び
P 群で 8 週齢以降及び 60 週齢以降に一時的な減尐が観察された。 
 
３．咀嚼が線条体の post-synapse に存在するドパミン受容体に与える影響 
３－１ 11C-RAC 集積部位の解剖学的位置の確認 
PET 撮影により得られた 11C-RAC の集積画像と CT 画像を重ね合わせることで、硬組
織に対する集積部分の位置情報を得ることができた（図 8-A,B,C,D）。図 8-A は 11C-RAC
の集積画像を示しており、図の赤い部分が高集積部位である。図 8-B は PET 撮影直後に
撮影した CT 画像であり、頭蓋骨及び周囲の硬組織が確認できた。図 8-C,D は重ね合わ
せ画像で、それぞれ矢状面、冠状面を示している。また、線条体の吻側寄りに集積して
いる部位がハーダー腺で、腹側の集積部位が唾液腺であることが確認できた。 
頭蓋骨内の 11C-RAC の集積部位は頭蓋骨後縁の内側面より 15.5 mm 吻側、頭蓋骨表
面より 4.5 mm 腹側に位置していた（図 9-A）。また、この位置における冠状面では、集
積部位が正中より 3 mm 外側に位置していた（図 9-B）。 
この頭蓋骨内の集積部位が線条体であることの詳細な確認は、ラット脳アトラス 45) を
参考にし、解剖学的位置の比較を行うことにより確認した（図 10）。上記の位置情報は
60 週齢を超えたラットにおける計測であり、8 週齢、4 週齢のラットでは頭蓋骨後縁の
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内側面よりそれぞれ 14.5 mm、11.5 mm 吻側に位置していた。 
 
３－２ ドパミン受容体に対する咀嚼の影響 
線条体における 11C-RAC の集積の結果を図 11 に示した。各群における例数は 1~4 で
あり、8 週齢 P 群（n=1）を除いて平均値±標準偏差で示した。4 週齢群は他のすべての
群に比べ低い値となった（0.07±0.01）。8 週齢の若齢期ラットでは S 群及び P 群でそれ
ぞれ 0.36±0.03、0.41 となった。60 週齢以降の老齢期ラットでは、S 群及び P 群でそ
れぞれ 0.29±0.01、0.23±0.07 となった。 
例数は非常に尐ないが、4 週齢群・8 週齢↑S 群・60 週齢↑S 群に着目すると、8 週齢
まで 11C-RACの集積は増加し、その後加齢とともに減尐していく傾向が示された。また、
4 週齢群・8 週齢 P 群・60 週齢↑P 群に着目すると、S 群の場合と同様に 8 週齢まで
11C-RAC の集積は増加し、その後加齢とともに減尐していく傾向が示された。S 群と P
群を比較すると、ここでも例数が非常に尐ないが、8 週齢群では S 群に比べ P 群がやや
高い傾向があり、60 週齢↑群では S 群に比べ P 群が低い傾向が示された。 
8 週齢↑S 群を基準として、60 週齢↑群と比較すると、S 群では約 20%減尐し、P 群
では約 37%減尐した。このことから加齢に伴い、P 群の方が S 群に比べ 11C-RAC の集積
が大きく減尐する傾向が示された。 
 
４．咀嚼が線条体における pre-synapse からのドパミン放出量に与える影響 
４－１ CT によるガイドカニューレ先端位置の確認 
 ガイドカニューレ挿入手術直後の CT 撮影により得られた結果を図 12 に示す。図 12-A






ガイドカニューレの先端は頭蓋骨表面より 4 mm 腹側、正中より 3 mm 外側に位置して







４－２ 4 週齢ラットに対するガイドカニューレ挿入手術 
 MD による測定を 4 週齢のラットに対して行った過去の報告が僅かしかないため、本
研究では 4 週齢のラット脳の解剖学的形態を確認した後、ガイドカニューレ挿入手術を
行った。頭蓋骨の厚みは CT 画像から計測した結果約 0.6 mm であった（図 13-A）。ま
た、ブレグマ位置での脳のスライス面を観察すると、大脳皮質、外包、線条体が確認で
きた（図 13-B）。正中線から外側 3 mm の位置での大脳皮質と外包を合わせた厚みは 2.6 
mm であり、線条体の厚みは 3.8 mm であった。以上の結果から、線条体は頭蓋骨表面
から 3.2 mm 腹側に位置することが分かったため、ガイドカニューレはブレグマの位置
で正中から 3 mm 外側の骨表面から、確実に線条体に届く 3.4 mm の深さまで挿入する
ことにした。この位置でガイドカニューレ先端から 3 mm の半透膜が突出しても、すべ
て線条体内に収まることになる。 
 ガイドカニューレ挿入手術を行った直後の CT 撮影の結果を図 14 に示す。4 週齢ラッ
トの CT 画像においても、先端位置の確認は十分可能であった。 
 
４－３ ドパミン放出量に対する咀嚼の影響 
 線条体における 100 分間のドパミン総放出量の結果を図 15 に示す。各群における例
数は 1~2 であり、4 週齢群と 8 週齢 P 群を除いて平均値±標準偏差で示した。8 週齢↑S
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群では 14.6±3.7 nM となり、60 週齢↑の S 群及び P 群ではそれぞれ 14.6±4.7 nM、
16.8±7.5 nM であった。また、4 週齢群及び 8 週齢 P 群のドパミン放出量はそれぞれ
18.7 nM、20.3 nM であった。 
例数は非常に尐ないが、4 週齢群・8 週齢↑S 群・60 週齢↑S 群に着目すると、加齢
と伴にドパミン放出量が減尐していく傾向が示された。また、4 週齢群・8 週齢 P 群・
60 週齢↑P 群に着目すると、P 群では加齢とともにドパミン放出量が増加していく傾向




















































１－３ 4 週齢のラットに対する MD について 
 4 週齢のラットに対して in vitro でドパミン放出量を計測した研究はあるが 60-62)  MD
による in vivo での測定は過去に一例しかない 35) 。本研究ではガイドカニューレを
bregma から 3 mm 外側の位置で頭蓋骨表面から 3.4 mm 挿入し、先端が僅かに線条体







１－４ PET 及び MD の経時的な測定について 
 PET は生体に対して非侵襲的に、また経時的に測定が可能であるため、同一個体の生
きたままの情報を継続して得られることが特徴であり、利点でもある。MD はフリーム




金属製のガイドが挿入された状態で PET 撮影を行う場合、PET 画像に金属の影響が出
てくるかを検討する必要がある。PET 撮影は同一個体を経時的に撮影することができる
が本研究では PET 撮影の時期や回数に制限があったため、4 週齢群、8 週齢↑群、60 週
齢↑群の PET 撮影には別々の個体を用いた。また、MD についても上記の問題点があっ
たため、4 週齢群、8 週齢↑群、60 週齢↑群と別々の個体を用いた。ただし、60 週齢↑
群の MD については、PET 撮影を行った後、MD の測定を行ったため、60 週齢以上の S




１－５ PET の二匹同時撮影について 
 11C-RAC 製造のマシンタイムには限りがあり、また半減期が約 20 分と短く、比放射
能の関係から合成後直ちに投与し撮影する必要がある。例えば、60 分間の PET 撮影後





Clairvivo-PET は対軸方向の視野範囲が 151 mm と非常に長く、また撮影部位がラット
の頭部と限られていたため、2 匹のラットを向かい合わせるようにベッドにセッッティ








１－６ PET 撮影時の麻酔の影響について 








 図 11 の 4 週齢群及び S 群の変化をみると、線条体の D2R への 11C-RAC の集積は 8~10
週齢まで急速に増加しておりその後加齢とともに減尐している。例数が非常に尐ないが、
これは鈴木ら 39) の in vivo の加齢変化の結果とおおよそ一致している。また、図 15 につ
いても同様に例数が非常に尐ないが、4 週齢群及び S 群の変化みてみると、ドパミン放
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出量の加齢に伴う減尐が確認できた。中野ら 35) の報告では、4 週齢から 6 週齢まで急速




ここで、図 11 及び図 15 の 4 週齢群をみてみると、ドパミン放出量は成熟期と同程度
であるにも関わらず、D2R への 11C-RAC の集積は他の週齢と比較して低くなっている。
荒木ら 67) は in vitro の研究で、F344 ラットにおける D2R の量は 3 週齢と成熟期で差が
ないと報告している。本研究での in vivo の結果は 4 週齢で低い値となっており、in vivo
と in vitro の結果に差があることが示された。この原因として考えられることは、ROI の
大きさによる影響や、内因性のドパミンとの競合作用による影響が考えられる。ROI の
大きさは 15pixel と統一しているが、4 週齢のラットの脳は成熟したラットの脳と大きさ
が違うため、15pixel の大きさの ROI では線条体をはみ出していた可能性がある。また、
11C-RAC は D2R への選択性が高く、解離が速い放射性薬剤であるため、内因性のドパミ
ンと競合し結合能が変化する。つまり、4 週齢ラットでは D2R 量は多いにもかかわらず、
内因性のドパミン量が多いため、結果として 11C-RAC の集積が下がった可能性がある。 
 一方、60 週齢↑の加齢による 11C-RAC の D2R への集積低下の原因は、post-synapse
における D2R 密度の減尐であると考えられる。それは過去の研究 38,68) で、ラット線条












低下はラットを用いた研究で確立されている 71,72) 。また、寺澤ら 15) の研究では、ラッ
トの海馬におけるアセチルコリン系神経細胞は、加齢による減尐は認められず、主な変
化は神経伝達物質の合成や放出のメカニズムであると述べている。 






 図 11 の結果から、線条体 8 週齢では固形食群（S 群）に比べ粉末食群（P 群）が高く、
60 週齢↑では S 群に比べ P 群が低くなっている。これは、脳神経系が急速に発達する時
期では、P 群の方が 11C-RAC の D2R への集積が高く、その後加齢変化が起こるまで粉末
食を与え続けると、60 週齢↑では P 群の方が低くなる傾向があることを示している。一






8 週齢 P 群について、S 群と比較してドパミン放出量が多かったこと、及び 11C-RAC



















スで前頭前皮質部のドパミン遊離量が増加するという報告 78) や、同部位で 4 週間の慢性
ストレスでドパミン D1受容体数が増加するという報告がある 79) 。本研究では線条体の
ドパミン神経系を観察しているが、過去の報告のように、人生の早期に加わったストレ
スが原因でドパミン放出量の増加と D2R の増加が起こった可能性がある。 
（３）については、何らかの原因によって synapse 部のドパミンの代謝回転の低下や、









次に 60 週齢↑P 群についは、60 週齢↑S 群と比較して 11C-RAC の集積が低かった一
方でドパミン放出量が多かったことの原因として次の三つのことが考えられる。 






増加し、その結果 11C-RAC の集積が減尐したという考えである。S 群に比べて P 群のド
パミン遊離量が多い原因として以下の 3 つのことが考えられる。 
①加齢に伴う代謝酵素活性の低下が S 群に比べ P 群で著しい。 
②加齢に伴う pre-synapse に存在するドパミントランスポーター（DAT）の減尐 
が S 群に比べ P 群で著しい。 
③ストレスの影響や他の神経系との相互作用。 
①について、ドパミンの代謝酵素の活性が加齢に伴い変化するという過去の報告 81-85)
がある。ドパミンの代謝酵素は monoamineoxidase (MAO-A,B) と catechol-o 
-methyltransferase (COMT) である。それぞれの代謝酵素の活性の加齢変化は MAO-A
及び COMT は減尐を示し、MAO-B の活性は加齢に伴い上がることが報告されている 81) 。
また存在部位については、MAO-A は主に pre-synapse の神経細胞内に存在し、放出前
のドパミンを分解している。MAO-B は synapse 部周囲に存在しているグリア細胞内に
存在している。COMT は主に post-synapse 内の細胞質表層や粗面小胞体及びグリア細
胞内に存在している。MAO-B、COMT は synapse 間隙に放出されたドパミンの代謝を
行っている 82-85) 。つまり、P群の synapse間隙におけるドパミン遊離量の増加は、MAO-A、
27 
 




②については、PET 及び 11C-CFT を用いた研究で加齢に伴う DAT の減尐が報告され
ており 86) 、本研究においては S 群に比べ P 群で DAT の減尐が大きかったため、遊離し
ているドパミンの再取り込みが減尐し、結果として慢性的にドパミン遊離量が増加した




以上の①～③などが原因となって、P 群の synapse 間隙部におけるドパミン遊離量が
慢性的に多い状態が続き、（１）では D2R の数は S 群と変わらないものの内因性のドパ
ミンと競合作用が起こり、また（２）では D2R の down-regulation が起こったことによ





















 また本研究ではドパミン D2受容体の評価を行ったが、ドパミン受容体には D1受容体
（D1R）もある。D1R は post-synapse にのみ存在し、D2R は post-synapse 及び






























3. 8 週齢では、P 群が S 群に比べて、11C-RAC の集積が高く、またドパミン放出量も多
いということが示された。 
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図 2：11C-RAC の標識合成 
 
    11CH3OTf：[11C] メチルトリフレート 
CF3SO3H：トリフルオロメタンスルホン酸（トリフレート塩） 
MEK：メチルエチルケトン 





図 3：左右線条体への ROI の設定 
 ROI：Region of Interest 






図 4：MD の原理 
 
   HPLC: high performance liquid chromatography 
      ECD: Electrochemical detector 
























 横軸に週齢を、縦軸に一週間当たりの総摂水量を示した。両群の例数は 3 であり、平
均値±標準偏差で示した。 





図 8：11C-RAC の集積画像及び CT 画像との重ね合わせ 
 






図 9：11C-RAC の集積部位と頭蓋骨との位置関係 
 
 図は PET 画像と CT 画像の重ね合わせ画像でそれぞれ、A:正中より 3 mm 外側の矢状




図 10：ラット脳アトラス（冠状面)  
 






図 11：ラット線条体における 11C-raclopride の集積 
 
 各群における例数は 1~4 であり、平均値±標準偏差で示した。 
  
  S 群：固形食群（solid） 
  P 群：粉末食群（powder） 
  8 週齢↑：8~10 週齢 







図 12：ガイドカニューレ挿入手術後の CT 画像 
 






図 13：4 週齢ラットの冠状面 CT 画像及びブレグマ直下の脳断面 
 
 図 13-A は 4 週齢ラットの頭蓋骨後縁の内側面から 11.5 mm 吻側の冠状面 CT 画像で
あり、図 13-B は同ラットの脳断面である。 
 
 
図 14：4 週齢ラットの CT によるガイドカニューレ先端位置の確認 
 
 図 14-A がガイドカニューレ挿入部（ブレグマ部）の冠状面、14-B が正中より 3 mm






図 15：ラット脳線条体におけるドパミンの 100 分間総放出量 
 
 ラット脳線条体の pre-synapseからのドパミン放出量をHPLC-ECDを用いて定量し、
二点検量線法で濃度を求めた。各群の例数は 1~2 であり、平均値±標準偏差で示した。 
 
  S 群：固形食群（solid） 
  P 群：粉末食群（powder） 
  8 週齢↑：8~10 週齢 
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